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論 文 内 容 要 旨
序 論
光合成 を行 う原核性 の微生物であ るラン藻 には、 ガス胞 を有 して高い浮上性 を示 す種 が存在
し、夏期 に湖沼 などで大規模 に繁茂す ると、 アオ コと呼ばれる水 の華 を形成 して景観 の悪化 ・利
水障害 ・悪臭 の放出な どの問題 を引 き起 こす。 さらに形成 ラ ン藻に有毒化合物 を生産す る種 が存
在 し、水 とともに飲み込んだ野生鳥獣や家畜等 を申毒死 させ 、世界各地 で大 きな被害 を与 えてい
る1)(Fig.1)。 この ような中毒被害はさらに人 にも及 んでいるため、現在最 も深刻 な環境問題 と し
て国際的な関心が集 まっている2)。
ラン藻が生産す る有毒化合物 は毒性 か ら肝臓毒 と神経毒 に大別 され、発 ガンプロモー タであ
るmicrocystinに 関 して、最 も精力的 な研 究が続いてい る1β)。一方、神経毒 と してはanatoxin-a,
anatoxin-a(s),aphantoxinsの3種 の構 造が決定 されてい る1網 ・)(Tab童e1)。 この うちaphantoxins
は二枚貝中毒 を引 き起 こす麻痺性貝毒 のsaxitoxin(STX)とneoSTXで あることが判明 し、海i洋
性 の渦鞭毛藻が生産する毒化合物が分類上かけ離れたラ ン藻か らも検 出 されたこ とは大 きな話題
となった4)。
この麻痺性貝毒 を生産するラン藻はアメ リカNewHampshire州 の一一地方にのみ生息す るもの
と考 え られて きたが、最近にな り麻痺性貝毒の もの と類似す る家畜の中毒事例が報告 され始めた
ため5)、 これ らの ラン藻の神経毒 を化学的に解明することを目的 と した。 まず世界各地か ら中毒
原因であった ものを含むラン藻試料 を収集 し、確 立 した方法に従 って麻痺性貝毒 のス クリーニ ン
グを行 った。 さらに、その過程で発見 したsaxitoxinの 新規 同族体の構造 を解析 し、活性の評価
を行 うとともに、anatoxinsに 関 して も野鳥の中毒原:因として同定 し、待望 されている化学的分.
析 法の開発 を行 った。
第 一章 淡水 性 ラ ン藻 の生 産 す る麻痺 性 貝毒 のス ク リーニ ング
G)麻 痺性貝毒のスク リーニ ング
分析 は蛍米化HPLC法6)(Fig.2)で 行 ったが、麻痺性貝毒 と同一保持時間に溶出す る蛍光化合
物が多数検 出 され たため、予備精製後 の分析 や酸化剤濃度に対す る蛍光強度 の変化 を調査 して詳
細 に検討 した。世界各地か ら収集 した26種66株 のラ ン藻 について系統的に分析 し、5種15株
に麻痺性貝毒 を検 出 した(Table2)。 国内産試料 には検 出 されなかったが、オース トラ リァやブ
ラジルで発生 した家畜中毒 に本毒が関与 した こと、 また本毒が ラン藻種 に も広 く分布 してい るこ
とを明 らかに した。
(2)LCIMSに よる 同定
ラ ン藻 試 料 中 の麻 痺性 貝毒 を よ り確 実 に同 定す るた め、 新 た に確 立 したLC/MS(Table3)で 分
析 した(Fig3,4)。STXs,gonyautoxins(GTXs)と も に1M+H】+イ オ ン と して明 瞭 に検 出で き、脱
水 イ オ ン(STXs条 件)や 硫 酸 エ ス テ ルの 立体 配置 に依存 す るMeCN付 加 イ オ ンやSO3脱 離 イオ
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ン(GTXs条 件)も 同定め一助 と して有効であった。 ブラジル産、ポル トガル産お よびイ タリア産
の ラン藻試料 について分析 を行 い、全ての試料 の麻痺性貝毒 を確定す るとともに麻痺性貝毒研究
に対 するLCIMSの 実用性 を明示 した。なお本法では、SIM(SelectedIonMonitoring)法 を駆使す
ることでSTXでIpicomole程 度 まで検:出可能であった。
第二章 オース トラリア産 ん伽 澱c'κ吻 傭 の生産す る麻痺性貝毒
第一章でのスク リーニ ングか ら、1991年 にオース トラリアで発生 した大規模 な家畜の艶死原
因はA.c'rc加 罐5の 生産する麻痺性貝毒 であったことが判 明 した。 そこで本種 の培養 を確立 し、
麻痺性貝毒の生 産能 を調査す るとともに生合成 中間体 の検索 を行 った。
(1)培 養
本種 はC改 変培地中、17℃ で通気す ることにより良好 に増殖 し、、約2週 間で最:高密度 に達 し
た。総毒量の推移 は、細胞密度 とほぼ一致 した。本種 は渦鞭毛藻の数倍の毒生産効率 を有 し、生
産する成分が多い ことか ら、各方面で求め られている標準毒の供給源 として有用であることが示
唆 された。
(2)麻 痺性貝毒 の生合成経路の推定
麻痺性貝毒 はバ クテリアによって も生産 され ることが報告 されてお り7)、生合成 に関わる遺伝
子 に注 目が集 まっている。そこで毒生産の高 い培養株 を対象 としてグアニジニウム基 を有す る化
合物を検索 した ところ、アルギニ ンお よびその代謝物であるアグマチ ン、アルカインを確認 した。
培養 においてアルギニ ン含量 は細胞密度 に比例 して増加 するの に対 し、アグマチ ンは対数増殖初
期のSTX合 成 の直前 に増加する傾向が認め られた ことか ら、これ までの生合成経路8)の 一部 を
見直 して、アルギニ ンが脱 炭酸、ア ミジノ化 した後 、アセ トァルデヒ ドとのシ ッフ塩基形成 とマ
イケル型の付加 によ り骨格 が合成 される とい う新たな仮説 を加 えた(Fig.5)。
第 三章 北 米 産L朔gわyαwo〃6'の 生 産 す る新規saxitoxin同 族 体
アラバマ産のLwo〃 θ'のHPLC分 析 では、既知の麻痺性貝毒 同族体 に加 えて7本 の同定不能
なピークが検 出された(LwTX1～LwTX7;Fig、6)。 予備試験 で、 これ らが未知同族体である可能
性 が示唆 されたため、その性状解 明を試みた。
(1)抽 出お よび精製
ムw・ 〃・'の乾 燥 藻体 か らFig・7に 従 って抽 出・精 製 を行 っ てLwTX1～LWrX6を 単 離 した・
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LwTX7はdcGTX2と 完全 に分離 で きなかったため、混合物の まま構 造 を解析 した。
(2)構 造解 析 ㌔
LwTX1～LwTX7の 分 子量 はESIMSか らそ れ ぞ れ378,394,394,240,298,282,336で あ っ た。
HPLC挙 動 と[M-SO3+Hl+イ オ ンが検 出 され た こ とか ら、LwTXl～LwTX3,LwTX7は11位 に硫
酸 エ ス テル を有 す る こ とが示 唆 され た。
晶 次 元NMRか ら全 成 分がSTX骨 格 を有 す る こ とが 予想 された
。LwTX4,7以 外 には ア セチ ル
基 に 由来す る シ グナ ル(δH2.10,δc205)が 新 た に観 測 され、HMBCス ペ ク トルか ら13位 に結 合
して い る こ とが 判 明 した。LwTX2,3は 同一 分 子量 を有 し、互 い に平 衡化 した こ とか ら硫 酸 エ ス
テ ル の立体 異 性 体 と推 定 し、3JHIq田1値 か らLwTx2を β、LwTx3を α 配 置 と した(Fig.8)。
LwTX5のNMRはSTXの もの と酷 似 し、dcSTXを アセ チ ル化 す る とLwTX5が 生 じた こ とか ら、
STXの カルバ モ イル基 が アセチ ル基 に置 換 した もの と推 定 した。LwTX1,4,6,7のNMRス ペ ク
トル で は、δH4.4付 近 に ヒ ドロキ シ メチ ンに相 当す る シ グナ ルが新 た に観測 され 、C-12が 約20
ppm高 磁 場 側 に シ フ トして いた 。 またマ ス スペ ク トルで 脱水 イ オ ンが 観 測 され なか った こ とか
ら、12位86〃3ヲ ジ オ ール の片 方 が還 元 され た構:造 を推 定 し、NOESYス ペ ク トルで この シ グナ ル
とH-5,H-10β の 問 にNoEが 観 測 され た た め、H-12β 配置 と決定 した(Fig.9)。 各種 スペ ク トル
を解 析 して、LwTX1,4,6,7を それ ぞ れLwTX2,dcSTX,LwTX5,dcGTX3の 豆2β位 の還 元体 と決
定 した(Table4)。LwTX4,5に つい て は化 学 的 な調 製 が為 され て い たが9)、 全 成 分 と も天 然 か ら
の検 出 は今 回が 初 め てで あ る。
(3)新 規saxitoxin同 族体 の毒性
単離 した新規同族体 のマ ウス毒性 を調査 した結果、アセチル体であるLwTX2,3,5の 比毒性 は
対応す るカルバ モイル同族体の1/7～1/17に 低下 し、12β一水酸基が還元 されたLwTXI,6は 、一
尾 当た り0.1μmolを 投与 して も中毒症状 を与えなかった。以上か ら、毒性の発現 には12位 の
8θ〃レ ジオールが必須 であ ること10)を確認 し、側 鎖の水素結合 も重要 であることを推測 した。
第 四 章 ブ ラ ジ ル 産qy伽4roΨ θr〃20ρ∫'∫rαc∫わor5航 の 生 産 す る新 規saxitoxin同 族 体
ブラジル産C.rαcごわorε燐 のT1株 とT3株 のHPLC分 析 では、3種 の既知成分に加 えて3本 の
同定不能 なピークが検 出された(CrTXl～CrTX3;Fig.10)。 これ らの ピークを与 える成分 はODS
カラムに吸着せず、酸化剤濃度 を変 える と蛍光強度が大 きく変化 した ことか ら未知の同族体 と考
えられた。そ こで、 これ らの性状解明 を目的 とした。
(D薪 規同族体の抽出お よび精製
CrTXsはTl株 とT3株 の乾燥藻体(277,481mg)か ら精製 した。それぞれ希酢酸 で抽 出 し、
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溶 媒分 画 や カ ラム ク ロマ トグ ラフ ィ ー を行 って 、最:終的 にCrTX1:20μg、CrTX2:22μg、
CrTX3:174μgを 得 た。 活性 評 価 に際 して は、HPLCで さ らに純 度 を高 め(>97%)、 濃 度 は1H
NMRシ グナ ルの積 分 値 を標 準 と比 較 して 決定 した 。
(2)構 造 解析
HRESI-TOFMSか らCrTXI:CloH18N703,CrTX2:CIIH20N706,CrTX3:ClIH20N70gSの 分 子
式 を推 定 した。CrTX1は1HNMRの 選 択 的 デ カ ップ リング実験 と、STXの12位 ジ オ ール を還
元 して得 られ た立体 異 性体 との 比 較 か ら、12β 一水 酸 基 が還 元 された12α 一STXOLと 決 定 した 。
CrTX2,CrTX3の 一次 元NMRス ペ ク トル で は、STX骨 格 由来 の シ グナ ル に加 え て 革 メ トキシ基
の シ グナ ルが 新 た に観 測 され(Table5)、1>1位 も し くはカ ルバ モ イ ルー1>に 結合 す る こ とが 推 定 さ
れ た。 しか し二 次 元NMRス ペ ク トルか らは メ トキ シ基 に関す る情 報 は得 られず 、 結 合 す る窒素
原 子 が特 定 で きなか っ た。 そ こでHPLCの 移 動相 のpHを 段 階的 に変化 させ て分析 した ところ 、
CrTX2,CrTX3は それ ぞ れneoSTX,GTX6と 同様 の挙 動 を示 し(Fig.11)、1V1位 に はpH7付 近で
解 離 で きる水 酸基 が存 在 し11)(Fig.11)、 メ トキシ基 が カルバ モ イ ルー1>に 結 合 す る構 造 を支 持 し
た。最 終 的 にそ れ ぞ れ のEslcIDMs/Msス ペ ク トル を解 析 し、Fig.12に 示 す構 造 を決 定 した。
ア ミ ドを構 成 す る窒素 原 子上 にス ルホ ン基 が結 合 す るCrTX3の 構 造 は これ まで に例 が な い非常
に特 異 な もので あ る。
(3)毒 性 評 価 お よび毒組 成
マ ウス神 経 芽細 胞 腫Neuro-2aを 用 い た細 胞 試験12)か ら、CrTX2はSTXの10倍 のNa・ イオ
ン細 胞 内 流入 阻害 能 を有 す る こ とが 判 明 した(Table6)。 従 って 、CrTX2は これ まで 見 つ か った
天然 物 の 中 で最 強 のNaチ ャ ンネル ブ ロ ッカ ーで あ り、毒 性 も同様 に強 い もの と考 察 され た。 ま
た 、CrTXI2,3は メ トキ シ基 を欠 くneoSTX,GTX6に 比べ て、 そ れ ぞれ3.4,8.1倍 の 流 入 阻害 能 を
示 した こ とか ら、水 素 結 合 の水 素 受 容体 と して作 用 す る メ トキ シ基 の酸 素 とチ ャ ンネ ル に存 在 す
る供 与 体 の 空 問位 置が 、 カルバ モ イルー1>に 比 べ て よ り近 い こ とが推 測 され た。
C鷹'わor5航 乾燥 試料 申の麻 痺 性 貝毒 組 成 をTable6に 併 せ て示 す。T1,T3株 と もにCrTX3
とneoSTXが 大 部分 を 占 めて いた 。
第 五章 デ ンマ ー ク産A㎎ わα8㎎ ∫ε㎜ηε㎜ η漉 の生 産す る神経 毒
デ ンマー クのKnudsφ 湖で は1980年 初頭か ら野鳥や飼い犬等の艶死が相次 ぎ、原 因究明が急
務 となっていた。予備調査か ら、湖 に繁茂 していたAJθ階2θr耀伽纏 が原因 と推定 されていたが、
anatoxin-aや 麻痺性貝毒 は検 出 されず、原 因毒 は依然不明であったB)。 そこで、この毒 の化学的
性状 の解明を 目的 とした。
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(1)精 製
マウス毒催 を指標 にFig.13の スキームに従 って抽出 ・精製 し、乾燥藻体 のo .4%の 収率 で毒
化合物 を単離 した。本毒 を投与 したマ ウスは、流誕 ・流涙 を特徴 とす る症状 を呈 し、呼吸 困難で
30分 以内に死亡 した(Table7ゐ 最少致死量LDggは65μg/kg(i.p.)と 強力で、 同時 にコリンエス
テラーゼ限害活性 も認め られた。
(2)構 造解析
HRFABMSか らC7H1704N4Pが 、IH,13C,31P核 の各種NMRス ペ ク トルの解析 か ら、
anatoxin-a(s)で あることを明 らかに した(Fig.14)。 しか し、絶対配置決定のために測 定 したCD
スペ ク トルが報告値14)と 異 なったため、本化合物 を脱 リン酸メチ ル化 し、標準 としてアスパ ラ
ギ ンか ら誘導 された化合物 のCDス ペ ク トル と比較 して、今 回単離 したanatoxin-a(s)も 既報 と同
様(∬)配 置であることを証明 した(Fig.15)。CDデ ー タやマ ウス毒性 が報告値 と異なった理 由 と
して、本毒の吸湿性が強いため正確 な秤量が困難 であること、 また非常 に不安定で あるため測定
中に も分解 した可能性が考 え られた。
同様 に、培養株 に も本毒の生産 を確認 し、本毒 が動物艶死 の直接原 因となった ことを初 めて
明示 した。同時に本毒が ラン藻種 に広 く存在 し、北米以外 に も分布 しているこ とが判明 した。
第 六 章 神 経 毒anatox孟n-aお よ びanatoxin-a(s)の 同 時 分 析 法 の 確 立
有毒 アオコは飲料水や農業用水 として利用 され る水源 に もしば しば発生す るため、中毒 を未
然 に防止す るために毒の検 出法は不可欠である。 しか しanatoxin-a(s)に 化学的な検 出法は無 かっ
たため、感度 ・特異性 に優 れたLCIMSに よる分析法の確立 を検討 した。 この際、同 じラン藻種
が生産する神経毒であるanatoxin-aと の同時分析 を 目指 した。
(1)LCIMS法 に よる同 時分 析
Anatoxin-a(s)は 市 販 され てい ない ため 、第 五 章 で単離 した もの を1HNMRシ グナ ルの積 分値
比 較 か ら濃度 決 定 して標 準 と した。TSQ700質 量 分析 計 お よびESI法 を採 用 し、分 離 は陽 イオ ン
交 換 で 行 った。 マ ス ク ロマ トグ ラムのs/nを 基 準 に最 適 化 した条 件 で の分 析 で はanatoxin-aは7
分 、anatoxln-a(s)は5分28秒 に検 出 され(Fig.16)、anatoxin-aは5～400ng、anatoxln《s)は
0.08-32011gの 間 に直線 性が 見 られ た(Fig.17)。 検 出 限界 はそ れぞ れlngと0.08ngで あ り、
anatoxin-a(s)に 関 して はTLC-antlcholinesterase法14)の250倍 の感 度 を得 た。
(2)実 試料 分 析
実試 料 の検 液 は希酢 酸 中で抽 出後 、限外 濾過 で調 製 した 。 デ ンマ ー ク産A.1θ 〃3耀捌 αηη〃の分
析 で は 、anatoxin-a(s)の 含 量 は2.06mg/gと な り、AChE阻 害活 性 試験 か らの値2.30mg/g14)と
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非常 に良 い一 致 を示 した。 さ らに活性 炭 カ ラム に よる水 中 か らの毒 の 回収 ・濃 縮 法 を検 討 し、lo
ppmで はanatoxin.a:g8.8%お .よびanatoxin-a(s):91.9%と 良好 な回 収率 を得 たが 、10ppbで
はanatoxin-a(s)は20%程 度 しか 回収 され ず 、溶 出 後 の濃縮 過 程 で分 解 した もの と考 え られた
(Fig.18)0
検 討 すべ き課 題 は残 って い るが 、 こ こで 開発 したLCIMSに よる分 析 法 は高 感 度 ・高 特異 性 を
有 す る と と もにanatoxinsの 同 時分 析 が可 能 な こ とか ら、今 後 モ ニ タ リングや 新 た な生 産種 の発
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論 文 審 査 結 果 要 旨
原核性徴生物であ るラン藻が夏期 に湖沼 な どで大規模 に繁茂す るとアオ コと呼ばれる水 の華 を形成 し
て景観 の悪化 ・利水 障害 ・悪臭の放出な どの問題 を引 き起 こす。 さらに形成 ラン藻 に有毒化合物 を生産
する種 が存在 し,野 生 鳥獣や家畜等 を中毒死 させ,さ らに中毒被害が人に も及 んでいるため,深 刻 な環
境 問題 と して国際的に関心が集 めてい る。
本研究 はラ ン藻が生 産す る有毒化 合物 の うち神経毒 に焦点 を絞 り研 究を行 っている。二枚貝 による食
中毒 の原 因 として も知 られるサ キシ トキシ ン同族体群 については新 しい分析法 を開発 し,世 界各地の試
料 を分析 した結 果,オ ース トラ リア産.Aη αbαeηαc`rc肋 αZεs,北米 産Lッ πgbッα ωoZZeち ブ ラジル産
qy伽d70Sρ εr〃LqρSε8rαCε60rs纏,ポル トガル産Apん αη∫20珊eη0ηかOSασπαθな ど多 くのラ ン藻種が サキ
シ トキシ ン群 を生産す る ことを明 らかに し,こ の毒 を生産す る種が一個所 か らしか得 られず,非 常 に特
異 とす るこれまでの常識 を覆 した。 ヒの研究の過程 で,液 体 クロマ トグラ フィー質量分析 による確 実 な
同定手段 を提 起 し,ま た,種 類 によっては新 しい同族体 を生産 しているこ とを精密 な構造解析 によって
示 した。関連成 分め分析か ら,未 解 明の生合成経路 に関す る知見 を新 たに提示 した。 さらに,別 の神経
毒 アナ トキ シンーA(s)が実 際に野鳥の中毒死の原 因 となることを明 らか に して警鐘 を与える とともに,待
望 されてい た同毒の化学的分析法の開発に も成功 している。
本研 究で対象 とした化合物 は環境衛生のみな らず公衆衛生や水 産業 に与 える影響が大 きい重要な化合
物で あるので,新 たな分析方法 を提示 した ことの意義 は大 きい。 さらに,こ れ らの神経毒が ラン藻中 に
広 く分布す るこ とを明 らか に した ことは,環 境 問題 として世界 的に有用 な情報 を提 供 してい る。
以上の ように,小 野寺秀幸 による本研 究の成果 は, .独創性 に富 むばか りでな く,本 分野の将来の研究
に大 きく貢献する ものである ことか ら,審 査 員一同は,こ れ を博:士(農学)の 学位 を授与す るに値す る も
の と判定 した。
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